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1. RESUMEN 
La investigación de la vía de transducción de la melanopsina se ha visto retrasada por la 
escasez de células que expresen dicha proteína (1% de las células ganglionares 
retinales). Se ha reportado que en la retina del pollo hay una mayor población de células 
en la capa nuclear interna que expresan melanopsina incluso desde estadios 
embrionarios. Se cree que la melanopsina desencadena una vía de transducción del tipo 
fosfoinositídico, basándose en similitudes estructurales y cercanía evolutiva con los 
fotorreceptores rabdoméricos. En este estudio se trabajó con células horizontales y 
amacrinas aisladas de la retina de embrión de pollo (día de incubación E16), identificadas 
basándose en caracteres morfológicos únicamente. Estas células aisladas fueron 
estimuladas con luz y la respuesta eléctrica se midió usando la técnica de patch-clamp 
(célula completa), obteniendo respuestas aisladas. Se intentó evidenciar la presencia de 
melanopsina y proteínas típicas de la vía fosfoinositídica (proteína Gq, PLCβ4, IP3R) por 
inmunodetección (western blot, inmunofluorescencia), obteniendo respuestas positivas 
únicamente para melanopsina y proteína Gq. Se detectaron cambios en la concentración 
de calcio en pocos casos tras estimular con luz células aisladas, como evidencia final de 
la vía fosfoinositídica. La evidencia sugiere que algunas de estas células son 
fotosensibles en este estadio del desarrollo. 
 
2. OBJETIVOS 
2.1. General 
Realizar un primer acercamiento experimental a los mecanismos generales de 
señalización por melanopsina en células nativas aisladas de retina de embrión de pollo. 
 
2.2. Específicos 
• Evidenciar mediante inmunodetección la presencia de melanopsina, proteína Gq, 
PLCβ4 y receptor de IP3, proteínas características de la vía fosfoinositídica, en 
retinas de embrión de pollo. 
• Establecer la presencia y localización de retinales en la retina de embrión de pollo. 
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• Registrar el comportamiento eléctrico de la membrana de células de la capa 
nuclear interna aisladas de la retina de embrión de pollo, en respuesta a estímulos 
lumínicos. 
• Detectar cambios en la concentración de Ca2+ intracelular en células de la capa 
nuclear interna aisladas de la retina de embrión de pollo, en respuesta a estímulos 
lumínicos. 
 
3. JUSTIFICACIÓN 
Desde su descripción en melanóforos de Xenopus (Provencio et al., 1998), la 
melanopsina ha sido objeto de un gran esfuerzo investigativo, enfocado en su vía de 
transducción. A pesar de esto, el avance en dicho campo ha sido muy lento por varias 
razones: por una parte, las células retinales de mamífero en las cuales este fotopigmento 
fue inicialmente detectado constituyen una minúscula fracción de la capa ganglionar, lo 
cual dificulta enormemente su identificación para estudios funcionales. Por otro lado, la 
mayoría de estudios fisiológicos realizados al respecto se han hecho en sistemas de 
expresión heteróloga, donde se sabe que hay promiscuidad de vías y es frecuente la 
obtención de falsos positivos; es claro entonces que dicho enfoque no puede explicar 
cuáles son los mecanismos reales que operan en células nativas. Algunas células de la 
capa nuclear interna de la retina de pollo podrían surgir como un nuevo modelo, ya que la 
población de las células que expresan melanopsina es mayor, facilitando así el trabajo en 
material nativo. La realización de estudios mecanísticos en células nativas es el paso 
indispensable en la investigación de esta vía; el uso de neuronas aisladas es importante 
para eliminar todo efecto que no derive directamente de fotosensibilidad intrínseca. Las 
técnicas de inmunodetección, combinadas con el uso de registros electrofisiológicos y 
ópticos, pueden ayudar a aclarar realmente cómo funcionan las células que expresan 
melanopsina. 
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4. MARCO TEÓRICO 
4.1. Fotorrecepción. 
La luz transporta información acerca del entorno en el que habitamos, información que 
puede ser interpretada por los animales mediante la visión. De 33 phyla animal, 66% 
tienen órganos fotosensibles u órganos considerados ojos; cerca del 96% de las especies 
animales que viven en la actualidad tienen ojos formadores de imágenes, prueba de la 
importancia de la visión para la supervivencia y el éxito evolutivo (Fernald, 2006). La 
visión en la mayoría de los vertebrados se limita a la percepción de ondas 
electromagnéticas con longitudes de onda entre los 400nm y los 700nm (espectro visible) 
(Lamb et al., 2007). La fototransducción es la conversión de esta radiación 
electromagnética en señales electroquímicas que pueden ser aprovechadas por el 
cerebro. Esta conversión es posible gracias a los fotopigmentos, moléculas que tienen 
una parte proteica llamada opsina (insertada en la membrana plasmática de las células 
fotorreceptoras) y un cromóforo retinaldehído unido covalentemente a ella, capaz de sufrir 
un cambio conformacional cuando recibe la energía de un fotón incidente. Este cambio 
altera a su vez la estructura terciaria de la opsina, activando una cascada de señalización 
intracelular en la célula fotorreceptora (Terakita, 2005). 
Se pueden distinguir dos formas de fotorrecepción. Una, conocida como visión formadora 
de imágenes, se caracteriza por una alta resolución espacial y temporal que le permite a 
los animales detectar y seguir objetos, obtener imágenes mono o policromáticas y tener 
una referencia del mundo visual; la otra, llamada visión no formadora de imágenes, 
reporta únicamente el nivel de la luminosidad externa para la sincronización del reloj 
biológico interno (ciclo circadiano) con los ciclos de luz y sombra del medio 
(“photoentrainment”); también controla el tamaño de la pupila en respuesta a la luz del 
medio (reflejo pupilar) (Fu et al., 2005; Nayak et al. 2007). El ciclo circadiano, a su vez, 
afecta la temperatura corporal, los niveles hormonales y los patrones en actividades como 
el sueño, alimentación y estados reproductivos (Doyle & Menaker, 2007). El ciclo 
circadiano general de los vertebrados es regulado por el núcleo supraquiasmático (SCN), 
situado en el hipotálamo y el reflejo pupilar es regulado por el núcleo olivar pretectal (Fu et 
al., 2005).  
Dado que en la descripción clásica de la retina se entendía que la única capa fotosensible 
era la retina externa, donde se sitúan conos y bastones, se creía que tanto la visión 
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formadora de imágenes como la visión no formadora de imágenes eran función de dichas 
células. Sin embargo, se había observado en pacientes humanos ciegos y ratones que 
carecían de retina externa o tenían algún grado de degeneración de conos y bastones, un 
photoentrainment y un reflejo pupilar normal, sugiriendo la intervención de otro sistema de 
fotorreceptores distinto a conos y bastones en la respuesta no formadora de imágenes 
(Van Gelder, 2001). Al examinar ratones y aves con enucleación bilateral o lesión en el 
nervio óptico, se observó total desaparición de las respuestas no formadoras de 
imágenes; así, se concluyó que los fotorreceptores que estaban mediando estas 
respuestas eran diferentes a conos y bastones, pero que estaban presentes en el ojo 
(Doyle & Menaker, 2007; Nayak et al., 2007). 
Si estos fotorreceptores, diferentes a conos y bastones, estaban mediando el 
photoentrainment del ciclo circadiano, era lógico pensar que dichas células debían tener 
proyecciones neuronales al SCN. En 2002, Berson et al., mediante el uso de sondas 
fluorescentes inyectadas en el SCN de ratón, aprovechando al transporte retrógrado, 
marcaron un subconjunto de células ganglionares de la retina (RGC). Después de 
bloquear los estímulos sinápticos mediante el uso de fármacos que impedían las sinapsis 
glutamatérgicas verticales de la retina, se registró electrofisiológicamente la respuesta de 
estas células ganglionares retinales a estímulos lumínicos y se observó una 
fotosensibilidad intrínseca; la respuesta continuó incluso después de separar por 
microdisección dichas células. Se les denominó células ganglionares retinales 
intrínsecamente fotorreceptivas (ipRGC). Estas ipRGC constituyen el 1% de las células 
presentes en la capa ganglionar de la retina, y esta pequeña población no tiene 
características morfológicas reconocibles que las diferencien del resto de células 
ganglionares, lo que hace muy difícil cualquier estudio que se haga en ellas. 
La fotorrespuesta obtenida en estas ipRGC era una depolarización, bajo un estimulo 
lumínico de 20 segundos, presentando una longitud de onda máxima de sensibilidad en 
los 480 nm. La característica más desconcertante de estas células es que la polaridad de 
dicha respuesta es opuesta a la del potencial de receptor de los conos y bastones 
(hiperpolarización), y se asemeja en cambio a la respuesta registrada en fotorreceptores 
de invertebrados (depolarización). Inicialmente se asumió que esta capacidad 
fotorreceptiva estaba siendo mediada por la misma opsina que en conos y bastones 
(rodopsina), pero al no ser detectada en las ipRGC, se inicio la búsqueda de una nueva 
opsina. 
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4.2. Melanopsina. 
En 1998 se describió una nueva opsina que estaba mediando la migración de 
melanosomas hacia la periferia celular en melanóforos de Xenopus laevis en respuesta 
directa a la luz (Provencio et al. 1998). Usando anti-rodopsina bovina en diferentes tejidos 
de Xenopus se identifico una proteína inmunopositiva para rodopsina bovina, pero de un 
peso molecular mayor. Mediante la construcción de una librería de cDNA de los 
melanóforos se identificó una secuencia de 534 aminoácidos homóloga a las opsinas 
conocidas, pero con una similitud estructural más alta con opsinas de invertebrados que 
con opsinas de vertebrados. Se le llamó melanopsina, por el tejido de origen, y mediante 
hibridización in situ se identificó en el cerebro y en la retina de X. laevis.  
Posteriormente se identificó que en la retina del ratón, las células inmunopositivas para 
melanopsina resultaron ser las mismas células que se marcaban por transporte retrogrado 
desde el SCN (Hattar et al. 2002). Se pensó entonces que la opsina que posiblemente 
estaba involucrada en la visión no formadora de imágenes era la melanopsina. Usando 
ratones con degeneración de la retina (rd/rd) y ratones sin melanopsina (Opn4-/-) se 
demostró que la melanopsina era necesaria para obtener respuestas de visión no 
formadora de imágenes, puesto que en ratones rd/rd;Opn4-/-
El patrón de depolarización de las células anteriormente identificadas y la similitud 
estructural con las opsinas de invertebrados, ha hecho pensar que la melanopsina 
desencadena una cascada de señalización como la que está descrita para los 
fotorreceptores invertebrados: una cascada del tipo fosfoinositídico (Zuker, 1996). En los 
invertebrados, la rodopsina activada actúa sobre una proteína G del tipo Gq. Se activa 
entonces la fosfolipasa C (PLCβ), que hidroliza el fosfoinositol difosfato (PIP
 no se observó 
photoentrainment ni reflejo pupilar (Panda et al., 2003). Se ha asumido que la 
melanopsina funciona como todas las otras opsinas, trabajando acoplada a una proteína 
G para desencadenar la cascada de señalización, pero no hay estudios sobre la identidad 
real de dicha proteína G. 
2), un lípido 
que permanece anclado a la hemicapa interna de la membrana celular, formando los 
segundos mensajeros diacil glicerol (DAG), que se mantiene anclado a membrana, e 
inositol trifosfato (IP3), que es liberado al citosol. El IP3 migra al retículo endoplásmico 
donde activa canales que liberan Ca2+ hacia el citosol. La acción de estos mensajeros 
controla la apertura de canales catiónicos no selectivos, a diferencia de los conos y 
bastones donde se cierran canales. La respuesta final del fotorreceptor invertebrado es la 
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depolarización de la membrana plasmática, tal como se observa en los registros de las 
ipRGC. 
En la actualidad se reconoce melanopsina en todos los grupos de vertebrados 
(Bellingham et al., 2006; Drivenes et al., 2003; Chaurasia et al., 2005; Frigato et al., 2006). 
También se ha descrito melanopsina en el Amphioxus (Koyanagi et al., 2005), llamado el 
ancestro viviente de los cordados. A pesar de esta extensa ocurrencia, no son muchos los 
estudios publicados sobre la vía de transducción de la melanopsina. Muchos de los 
trabajos expuestos se han basado en sistemas de expresión heteróloga en oocitos de 
Xenopus, células HEK293 o células COS (Panda et al., 2005; Qiu et al., 2005; Kumbalasiri 
et al., 2007). Es bien conocido que las vías de transducción son altamente promiscuas: 
los receptores foráneos implantados en las membranas de los modelos de expresión 
heteróloga pueden interactuar con una proteína G nativa, distinta a la proteína G que 
originalmente es el blanco de dicho receptor, obteneniendo respuestas especificas que in 
vivo no se darían, por lo cual dicha aproximación podría conducir a conclusiones erróneas 
en cuanto a las características de la vía de transducción nativa (Hankins et al. 2007).  
Una característica interesante de la melanopsina, es que la melanopsina no se blanquea 
ante estímulos lumínicos (Koyanagi et al., 2005), al igual que en los invertebrados, donde, 
una vez convertido el 11-cis-retinal en todo-trans-retinal, la opsina y el cromóforo 
permanecen unidos de manera estable. Esto contrasta con la rodopsina en vertebrados, 
donde la foto-isomerización induce el desprendimiento del cromóforo de la opsina con lo 
que dicha molécula pierde la capacidad de absorber luz visible. Esta característica genera 
una ventaja adicional al modelo, ya que, de ser un fotopigmento fotoestable, se puede 
trabajar con células aisladas sin necesidad de condiciones de oscuridad absoluta 
(mientras que en conos y bastones aislados,  la ausencia del epitelio pigmentado impide 
la regeneración de las rodopsinas que hayan sido blanqueadas por la luz). Dicha 
fotoestabilidad de la melanopsina se ha estudiado en modelos de expresión heteróloga, 
donde se incuban oocitos de Xenopus que expresan melanopsina con 11-cis retinal o 
todo-trans retinal y se obtienen corrientes de membrana provocadas por estimulación con 
luz en ambos casos, pero no cuando se omiten los retinales o se estimulan oocitos sin 
melanopsina (Panda et al., 2005). Otros experimentos  en los que se usan ratones con 
mutaciones que los privan de Lrat o RPE65 (enzimas clave en el ciclo de regeneración de 
los retinales), y que conservan toda la sensibilidad del reflejo pupilar sugieren que la 
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melanopsina utiliza sistema de fotoisomerización de retinales independiente del ciclo de 
retinales que se conoce para la regeneración de cromóforos (Tu et al., 2006).  
El principal inconveniente en la investigación de la melanopsina es la baja cantidad de 
células ganglionares que la expresan (1% en mamíferos). El trabajo de Do et al. (2009), 
utiliza líneas transgénicas de ratones que expresan la proteína fluorescente tdTomato, 
bajo el control del promotor de la melanopsina, sin perder las propiedades de las ipRGC y 
en presencia de bloqueadores sinápticos para eliminar las señales de conos y bastones.  
Sin embargo, los pocos trabajos que se han realizado sobre la vía de transducción de la 
melanopsina en células nativas aisladas, han hecho que el avance del conocimiento de 
este tema haya sido lento. Se hace entonces necesaria la búsqueda de un modelo en el 
que se pueda trabajar en células aisladas y que tenga una ocurrencia de células que 
expresen melanopsina más alta de lo que se observa en mamíferos. 
 
4.3. Modelo de retina de pollo. 
En 2005 y 2006 se publicó material importante sobre la expresión de melanopsina en 
retina de pollo. Mediante pruebas de hibridización in situ  e inmunofluorescencia se ha 
visualizado melanopsina en neuronas ganglionares, en igual proporción que en las retinas 
de ratón; además, se ha visualizado con una alta densidad, expresión de melanopsina en 
la capa nuclear interna, donde se encuentran células horizontales, amacrinas y bipolares 
(Bailey & Cassone, 2005; Chaurassia et al., 2005; Tomonari et al., 2005, Lima et al., 
2006). Estos resultados indican que la retina de pollo contiene una clase distinta de 
neuronas que expresan melanopsina con una alta incidencia. Se sabe que el sistema 
visual de las aves es el más complejo dentro de los vertebrados, con mayor variedad de 
conos que los mamíferos (visión formadora de imágenes) y un sistema circadiano más 
complejo ya que recibe información de fotorreceptores y componentes osciladores 
independientes ubicados en el ojo, la glándula pineal y el hipotálamo (Brandstätter, 2003). 
Se piensa que estos fotorreceptores están involucrados en diversos procesos y que no 
son sistemas redundantes (Doyle & Menaker, 2007).  
Dado que lo que se busca es obtener respuestas intrínsecas inducidas por foto-
estimulación, y no el resultado de interacciones sinápticas, es indispensable el trabajo en 
células aisladas (el uso de bloqueadores sinápticos es inespecífico y debe evitarse, ya 
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que sustancias como el cloruro de cobalto, además de inhibir la exocitosis de 
neurotransmisores de conos y bastones, actúa como un bloqueador de canales de calcio, 
situación que puede resultar en una alteración de los canales responsables del potencial 
de receptor). La disociación celular es más sencilla en organismos jóvenes y aun más en 
tejido embrionario, dado que el grado de desarrollo del tejido conectivo entre células es 
bajo. Se ha observado mediante visualización de Ca2+ que las células ganglionares 
retinales fotosensibles de ratón son fotosensibles desde el día posnatal 0, 10 días antes 
que se dé la primera respuesta de conos y bastones (Sekaran et al. 2005). En pollos se 
ha documentado por hibridización in situ la presencia de melanopsina desde el día E8 y 
E10 de desarrollo embrionario (Tomonari et al., 2005); en este trabajo se realizó un 
seguimiento de la presencia del mRNA de la melanopsina, en cortes de retina de pollo, 
desde el día embrionario E5, hasta el día posnatal  P30, observando una cantidad muy 
baja en la región correspondiente a células ganglionares en el día E7. Del día E10 en 
adelante se observó presencia, también baja, en la región de las células horizontales; en 
el día E17 se realizó una doble tinción de la retina para la inmunodetección de la proteína 
Prox1, característica de las células horizontales, y para la de melanopsina por 
hibridización in situ, observándose que algunas de las células horizontales (identificadas 
por la expresión de Prox1), presentan melanopsina. Se detectó también melanopsina por 
el mismo método en los días posnatales 13 y 30, en la región más externa de la capa 
interna nuclear, que corresponde a las células horizontales. En el trabajo de Contin et al. 
(2006), se intentó identificar si las células ganglionares retinales de embrión de pollo 
podrían funcionar como fotorreceptores circadianos, detectando mRNA de melanopsina y 
diversos marcadores de fotorreceptores rabdoméricos (proteína Gq, Brn3, Pax6), 
marcadores de fotorreceptores ciliados (α-transducina, Crx) y marcadores de enzimas 
responsables en la síntesis de melatonina (AA-NAT, HIOMT), en tejido de días E8 y E18. 
Se observó desde el día E8 la presencia de los marcadores rabdoméricos (pero no los 
marcadores ciliados), entre ellos la melanopsina, sugiriendo la presencia de esta proteína 
desde estadios tempranos del desarrollo embrionario, previos a la maduración de los 
fotorreceptores clásicos (conos y bastones). En un trabajo posterior de Tomonari et al., 
(2007), se evaluó la presencia de un gen similar a la melanopsina (cOpn4m), en 
diferentes estadios del desarrollo del la retina embrionaria. Mediante hibridización in situ 
se vio que desde el día E10, una población baja de células amacrinas presentaban este 
gen. Se confirmó la identidad de las células amacrinas mediante un doble marcaje 
fluorescente detectando la proteína Pax6, que según los autores, es característica de 
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estas células. Esta expresión se siguió viendo durante todo el desarrollo del embrión y en 
tejido adulto. Sin embargo, es necesario mencionar que aunque en estos trabajos se 
utiliza Pax6 como herramienta para diferenciar tipos celulares, este gen ha sido descrito 
como un gen maestro en el desarrollo de ojos, tejido nervioso y algunos quimiosensores 
de los vertebrados e invertebrados, en una amplia variedad de células (Callaerts et al., 
1997), lo que hace dudosa cualquier identificación celular basada en su presencia. El 
trabajo de Lima et al. (2006) es el único que presenta inmunodetección de la 
melanopsina. Usando un anticuerpo policlonal generado en conejo se verificó la expresión 
de melanopsina en una población reducida de células ganglionares y se detectó además 
en la capa nuclear interna, donde se localizan las células horizontales, bipolares y 
amacrinas. Se realizaron controles usando el anticuerpo previamente adsorbido con el 
péptido antigénico sin observar ninguna reacción, lo que descarta una reacción cruzada. 
Estos resultados indican que la melanopsina está presente no solo en las células 
ganglionares originalmente descritas, sino que también se encuentra presente en las 
células de la capa nuclear interna de la retina de embrión de pollo. El trabajo de Cheng et 
al. (2009) muestra que las células horizontales de conos de pez gato y de pez dorado 
también son fotosensibles y también expresan melanopsina, modulando una corriente de 
calcio dependiente de voltaje. Según Arendt (2003), revisando los factores de 
transcripción específicos (Pax6, Prox1, entre otros) y los genes efectores específicos de 
estos tipos celulares (ACh, melanopsina), se podría decir que las células amacrinas, 
horizontales y ganglionares son tipos celulares hermanos, es decir, que todas han 
evolucionado de un tipo celular común. Los tres tipos celulares comparten la expresión de 
muchos factores de transcripción específicos, entre ellos Prox1, que es un ortólogo del 
gen Prospero en drosophila, encargado del destino de los fotorreceptores en el omatido, 
indicando un ancestro común de tipo rabdomérico, mientras que los conos y bastones han 
evolucionado a partir de un ancestro ciliado común. El amphioxus  (Branchiostoma sp.) es 
un organismo ideal en estudios evolutivos ya que es un cordado primitivo y se le 
considera el ancestro viviente de los vertebrados (cualquier descripción que se haga en 
amphioxus puede arrojar mucha información sobre las relaciones entre vertebrados e 
invertebrados). En el trabajo de Gómez et al. (2009) se evidenció fotosensibilidad en 
células de Joseph y en los oceli pigmentados aislados del resto del tubo neural; dichas 
células expresan melanopsina y movilizan calcio desde los depósitos internos tras la 
fotoestimulación. Esta respuesta desapareció cuando se usaron quelantes de calcio en la 
solución intracelular, sugiriendo que el calcio es vital para la correcta transducción de la 
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señal. Esto apoya la idea de que las células que expresan melanopsina tendrían una vía 
de transducción del tipo fosfoinositídico, tal como los fotorreceptores invertebrados. 
  
4.4. Vía fosfoinositídica. 
Se han realizado algunos estudios para buscar evidencias de una vía fosfoinositídica, 
como la descrita para los fotorreceptores de los invertebrados, debido a las similitudes 
descritas entre la melanopsina y los fotorreceptores invertebrados (patrón depolarizante, 
similitud estructural con opsinas de invertebrados). Isoldi et al. (2005) realizó 
experimentos en melanóforos cultivados de X. laevis, organismo en el que se describió 
originalmente la melanopsina. En este trabajo se evaluó la respuesta a la luz (dispersión 
de melanosomas en los melanóforos) y se midieron los niveles de cAMP, cGMP e IP3, 
asociados a esta respuesta. Se observó que los niveles de cAMP y cGMP no cambiaban 
con la luz, pero que los niveles de IP3 sí aumentaban considerablemente, acompañando 
la dispersión de melanosomas. Se agregaron entonces bloqueadores de PLC y quelantes 
de calcio intracelular (BAPTA-AM) y se observó una desaparición casi total de la 
respuesta y una baja en los niveles de IP3, demostrando que la vía de transducción de la 
melanopsina en los melanóforos tenía un carácter fosfoinositídico. En el trabajo de Contin 
et al. de 2006, se midió la síntesis de melatonina tritiada como patrón de actividad de la 
melanopsina en un cultivo de células ganglionares de embrión de pollo: los niveles de 
melatonina en presencia de luz disminuyen y aumentan en la oscuridad. Tras obtener un 
cultivo sincronizado con ciclos de luz y oscuridad de 12 horas, se observó que los niveles 
de melatonina disminuían al estimular con luz el cultivo, en tiempos diferentes a las 12 
horas de luz, evidenciando fotosensibilidad. Se repitió esta prueba agregando 11-cis-
retinal al medio y se observó un aumento en la inhibición de la producción de melatonina, 
demostrando un aumento en la respuesta dependiente del retinal. Para probar si la 
sensibilidad de estas células ganglionares estaba siendo mediada por una cascada del 
tipo fosfoinositídico, se agregaron antagonistas de PLC (neomicina, U73122), 
observándose una disminución en el efecto inhibidor de la luz sobre la producción de 
melatonina en el cultivo, sugiriendo que la inhibición de la hidrólisis de PIP2
 
 acaba con la 
fotosensibilidad de estas células ganglionares.  
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5. METODOLOGÍA 
5.1. Material animal. 
Los embriones y tejidos usados en todos los experimentos fueron siempre tratados de 
acuerdo a los lineamientos especificados en la Ley 84 del 27 de Diciembre de 1989 del 
Congreso Nacional y la Resolución Nº 008430 de 1993 del Ministerio de Salud. 
Se buscaron huevos recién puestos en bioterios locales, incubadoras industriales 
(productoras de pollos) y fincas en las afueras de Bogotá. Los huevos no sobrepasaron 
los 5 días de puesta, ya que se pierde la viabilidad del tejido (Jull, 1935). Se emplearon 
embriones de pollo con 15 – 18 días de incubación (E15 - E18) a 37°C, con rotación y 
cambio de agua constante. Los embriones fueron extraídos del huevo ingresando por la 
parte baja de la cascara hacia la cámara de aire. Se examinó la membrana testácea del 
huevo para determinar si el embrión estaba sano y era viable para obtener las retinas 
(membrana blanca y con vascularización: embrión viable; membrana traslucida y 
contenido amarillo o negro: embrión sin desarrollo o muerto). Se sacrificaron los 
embriones por decapitación. Se extrajeron los ojos por enucleación y se mantuvieron en 
solución salina para pollo (NaCl 140 mM, KCl 5 mM, CaCl2 2 mM, Glucosa 6 mM, HEPES 
10 mM, MgCl2
Se fijaron ojos enteros para realizar cortes en criostato. Para este fin, los ojos fueron 
sumergidos en paraformaldehido al 4% en PBS a 4°C por 14-18 horas y lavados en PBS 
3 veces por 10 minutos cada vez. Los ojos se permeabilizaron en Tritón-X100 al 0.2%-
0.5% por 20 minutos y luego se impregnaron en concentraciones crecientes de  sucrosa: 
1) 10% por 3-4 hrs, 2) 20% por 3-4 hrs, y 3) 30% por una noche completa. Se montaron 
los ojos fijados en OCT, y se congelaron rápidamente para realizar cortes de 15 a 25 µm 
dependiendo de la integridad del tejido. Los cortes se colocaron en láminas portaobjetos 
frías y se mantuvieron a -20°C hasta su utilización.  
 1.2 mM, pH 7.4). 
Para la extracción de retinas completas, se realizó un corte circular alrededor de la 
cornea. Se tomó la cornea junto con el cristalino y el humor vítreo y se extrajeron 
suavemente, con lo que quedó la esclerótica entera y la retina intacta en el interior. Se 
tomó la esclerótica con pinzas finas y se rasgó lentamente, con lo que se logró que la 
retina empezara a desprenderse sola y sin residuos del epitelio pigmentado. Una vez se 
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separó la retina de la esclerótica, se cortó en el punto de unión al nervio óptico y se 
mantuvo en solución salina para pollo hasta ser usada. 
 
5.2. Inmunodetección. 
Extracción de proteínas: se tomó una retina completa y se maceró en 400µl de buffer de 
lisis estándar (Tris HCl pH 7.4 30mM, NaCl 100 mM, EDTA 5mM, SDS 1%, Glicerol 20%) 
o con buffer de lisis alcalina (SDS 20%, NaOH 10 M) e inhibidores de proteasas (PMSF y 
Sigma cocktail, 2µl c/u), con un homogenizador plástico. Se agregó 1 ml de acetona fría y 
se dejó a -20°C por 1 hora. Se centrifugó a 11000 rpm (9980 g, Eppendorf Centrifuge) por 
10 min, se eliminó el sobrenadante y se dejó secar por 5 minutos; se resuspendió el pellet 
en buffer de carga (Tris HCl pH 6.8 62.5 mM, EDTA 5 mM, SDS 2%, Glicerol 10%, Azul 
de Bromofenol 0.01%, Mercaptoetanol 1%), se centrifugó a baja velocidad por 1 min para 
sedimentar los residuos y se colectó el sobrenadante.  
SDS-PAGE: se realizó una electroforesis en gel de poliacrilamida al 8%, en una cámara 
vertical (Hoefer Scientific). Se corrió a 20 mA en corriente constante, por 2½ horas, con 
30µl de muestra por pozo. Se usaron marcadores coloreados de peso molecular 
Kaleidoscope (Biorad).  
Electrotransferencia: Se usó un sistema de transferencia semiseco (Hoefer Scientific). Se 
mantuvieron las hojas de papel absorbente y la membrana de nitrocelulosa en buffer de 
transferencia (Glicina 1.92 M, Tris 250 mM, etanol absoluto 20%) mientras corría la 
electroforesis. Se armó el sistema de acuerdo a las especificaciones del fabricante y se 
corrió a 0.8 mA/cm2
Western Blotting: Se incubó la membrana transferida con anticuerpos primarios anti-
melanopsina (1:100), anti-Gq (1:500), anti-PLCβ (1:200) y anti-IP3r (1:100) (SantaCruz 
Biotechnology, Inc.), por 4 horas. Se lavó 3 veces con TBS, 15 minutos cada vez. Se 
incubaron los anticuerpos secundarios respectivos (anti-conejo y anti-cabra acoplados a 
fosfatasa alcalina, (Promega), 1:500, por 1 hora. Se reveló con 1 ml de Western Blue 
 en voltaje constante (40 mA, 4 V aproximadamente) por 1½ horas. 
Terminada la transferencia se realizó una tinción de Ponceau a la membrana y una tinción 
de Comassie al gel para visualizar proteínas residuales y corroborar la eficiencia de la 
transferencia.  
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(Promega). Se incubaron carriles con el anticuerpo secundario, sin incubación del 
primario, como control negativo. 
Inmunohistoquímica: Se usaron los mismos anticuerpos primarios que mostraron 
resultados positivos en Western blot para realizar pruebas de inmunofluorescencia en los 
cortes obtenidos en criostato. Se lavó el exceso de OCT de los cortes con PBS. Se 
permeabilizó el tejido en PBS con suero de cabra 1% y Tritón X100 0.002% por 10 
minutos, para luego incubar con el anticuerpo primario por 1 hora. Se usó como 
anticuerpo secundario un anti-conejo o anti-cabra acoplado a Alexa 546, (Molecular 
Probes), 1:500, por 30 min. Laminas de control negativo fueron tratadas omitiendo los 
anticuerpos primarios. Se selló el montaje en 50% glicerol-PBS, y se observaron las 
preparaciones en un microscopio de epi-fluorescencia (Nikon). El análisis de las imágenes 
se realizó con Image J (NIH). 
 
5.3. Detección de retinales. 
Para verificar la presencia de retinales en las células que expresan melanopsina, se 
recurrió a la fluorescencia. Mediante el uso del borohidrido de sodio (NaBH4), un fuerte 
agente reductor, se puede evidenciar la presencia de retinales, ya que convierte el retinal 
de las opsinas en N-retinil, un producto que al ser iluminado con luz UV, emite una 
fluorescencia verde-amarillo de corta duración (1 min. aprox.) (Bownds & Wald, 1965; 
Ozaki et al., 1983). Para realizar dicha reducción, se lavó el exceso de OCT de los cortes 
de retina con PBS. Se incubaron las secciones de retina con borohidrido de sodio al 0.2% 
por 15 sec, se lavó el exceso con PBS y se observó en microscopio de epifluorescencia 
(Zeiss). Se iluminó con luz UV (357 nm) para excitar el N-retinil presente en el tejido; se 
usó un espejo dicroico (460 nm) para rechazar cualquier luz de longitud de onda menor y 
un filtro de emisión (470 nm), para recoger la fluorescencia de longitud de onda de interés 
(cerca a 500-520). Se compararon las imágenes obtenidas con imágenes de campo claro 
para la determinación de la región de la retina y la posible identidad de las células 
involucradas. Se observaron láminas sin la incubación con NaBH4
 
 bajo la misma 
iluminación como control negativo. 
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5.4. Electrofisiología. 
Disociación de células: se tomó una retina completa y se cortó en trozos de 
aproximadamente 4 mm2
Registros electrofisiológicos: se realizaron registros en célula única de acuerdo a la 
metodología descrita en Nasi & Gómez  (1992), y en Gómez & Nasi (1998), usando la 
técnica de patch clamp en configuración de célula completa. Los microelectrodos de vidrio 
de borosilicato se fabricaron con un estirador de pipetas (Narishige) y se pulieron a  fuego 
en una micro-forja, por 6 segundos. Se utilizó una solución intracelular para pollo para el 
llenado de las micropipetas (KCl 20 mM, ATP 2 mM, EGTA 100 mM, HEPES 10 mM, GTP 
0.2 mM, Glutamato de potasio 120 mM; pH 7.3). La resistencia de los electrodos en la 
solución extracelular (solución salina para pollo) fue 4-8 MΩ. La cámara de perfusión en la 
que están adheridas las células está montada en un microscopio invertido (Nikon). La 
aplicación de succión para formar un sello de alta resistencia se controló con un regulador 
de presión. El amplificador utilizado fue diseñado y construido por E. Nasi. Se iluminó con 
una lámpara de Tungsteno para estimular la preparación. La lámpara se montó en un riel 
óptico, seguida de filtros de densidad neutra para atenuar la intensidad, un lente 
condensador y al final un extremo de una fibra óptica; el otro extremo de la fibra óptica se 
montaba directamente en el microscopio, para que el haz de luz llegara a la muestra. Se 
controlaron los pasos de luz con un obturador electromecánico conectado al computador. 
En el puerto de salida, se colocó un diafragma rectangular para limitar el campo que se ve 
con la cámara de video y así observar únicamente las células o campos de interés. Las 
respuestas obtenidas fueron grabadas en computador por medio de un conversor 
. Se probaron varios protocolos de digestión enzimática para 
determinar con cuál combinación de enzima, temperatura y tiempo se obtenían células en 
mejores condiciones (procesos discernibles, soma redondeado y de aspecto liso, 
membranas resistentes al toque con micropipeta): se incubaron trozos de retina con 
Pronasa 5mg/ml y 2mg/ml (Sigma), Tripsina y Colagenasa 5 mg/ml (Sigma), a 25°C y 
32°C, por 10, 15 y 20 minutos. Se lavó 2 veces con solución salina para pollo con suero 
fetal bovino (Fetal Calf Serum - FCS) al 4% (Gibco). Se disoció mecánicamente en una 
caja de petri con solución salina, con ayuda de una pipeta pasteur pulida a fuego. Se tomó 
la suspensión resultante y se colocaron 3 gotas en la cámara de registro, previamente 
tratada con Concanavalina A (Sigma), 5 mg/ml por 2 horas (mínimo), para mejorar la 
adhesión celular. Se dejó decantar la suspensión por 10 minutos y se dio paso al flujo de 
solución salina para pollo en la cámara de registro (1 gota/5 sec). 
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análogo-digital (Data Translation). El software para la adquisición “Collect” y análisis de 
datos “Analyze” fue escrito por E. Nasi. 
5.5. Determinación de movilización de calcio. 
Se incubaron células disociadas con la sonda reportera de calcio Fluo-3 AM 5µM, en 
DMSO 0,5 % y Pluronic F127 0,05%, por 2 horas a temperatura ambiente y en oscuridad. 
Se observó con un microscopio de epifluorescencia (Nikon), con un filtro de excitación de  
496 nm y un filtro de emisión de 520 nm.  Estas mediciones ópticas de un proceso que es 
intrínsecamente foto-sensible son posibles debido a que existe una latencia considerable 
entre la emisión instantánea por parte del fluoróforo al prender el haz de epi-iluminación, y 
toda respuesta fisiológica (como la liberación de calcio); esto proporciona una ventana 
temporal de ‘línea de base’ con respecto a la cual se determinan los cambios de 
fluorescencia calcio-dependientes (Gómez & Nasi, 1999). Se tomaron imágenes iniciales 
en campo claro para identificar morfológicamente las células horizontales y las células 
amacrinas y luego se tomaron imágenes de fluorescencia cada 30 ms, tomando la 
primera imagen como línea de base. Los cambios en la fluorescencia, que corresponden 
a cambios en la concentración intracelular de calcio, se midieron comparando los niveles 
de gris que tome cada pixel en la región de interés de la imagen (0-255, para una imagen 
de 8 bits), entre la imagen inicial o de línea de base y los cuadros subsiguientes (ImageJ, 
NIH). 
 
6. RESULTADOS 
6.1. Obtención e incubación de huevos. 
Se obtuvieron huevos de varias fuentes informales (fincas) ubicadas en las afueras de 
Bogotá, ya que en bioterios locales y productoras de pollos no existían huevos con las 
características requeridas. Los huevos recién puestos tienen un periodo de espera para 
reanudar la incubación de entre 5 y 6 días. Pasado este período los huevos no 
reanudaran el desarrollo. Se siguieron las indicaciones de incubación descritas por Jull 
(1935) y Sarda (2002): no lavar los huevos, no agitar los huevos, rotar los huevos 
constantemente para evitar que el embrión se adhiera a las paredes del huevo, tener una 
temperatura y humedad constantes.  
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Se incubaron huevos en grupos de 4-5 huevos diarios, semanalmente o quincenalmente, 
entre febrero de 2008 y noviembre de 2009, con 3 interrupciones de 2 a 3 meses por 
escases de material y de proveedores. Se adquirieron 374 huevos en total, de los cuales 
121 (32.3%) estaban vivos y sanos para los experimentos, 141 (37.7%) murieron durante 
la incubación (generalmente entre los días 4 y 7 de desarrollo) y 113 (30%) eran huevos 
sin fecundar. La muerte en los primeros días de incubación puede deberse a debilidad 
general del embrión o a contaminación con coliformes fecales (los huevos se contaminan 
en su salida por la cloaca de la gallina, pero en la incubación normal, ésta limpia 
diariamente los huevos sin dañarlos; la incubación artificial favorece el crecimiento 
bacteriano sobre la cascara del huevo, ya que éste que no es tocado ni limpiado mientras 
esté en la incubadora). Esta muerte temprana también puede deberse a debilitamiento de 
la estructura interna del huevo por estrés mecánico (transporte), ya que la chalaza se 
debilita o se rompe, restando estabilidad al embrión. Durante 2008 se incubaron huevos 
en una incubadora normal (Blue M, Stabil-Therm) a 37°C, con agua permanente y 
rotación manual, 180° cada 12 horas. Durante 2009 se usó una incubadora automática 
(Little Giant Still Air Incubator Model 9200, Automatic Egg Turner Model 6300), con los 
mismos parámetros de temperatura y agua, pero con rotación autónoma de la bandeja. 
Esta incubadora giraba los huevos 30° hacia la derecha y luego 30° hacia la izquierda en 
un movimiento lento y constante (un ciclo completo cada 4 horas). No se observó ninguna 
diferencia en la relación huevos viables / huevos muertos o sin fecundar, entre las dos 
incubadoras. En ambas incubadoras se obtuvo el mismo bajo porcentaje de huevos 
viables para los experimentos.  
Un aspecto que se observó durante todo el período de incubación fue la alta variabilidad 
en el grado de desarrollo de los embriones sanos al momento de la disección, a pesar de 
que ésta se realizaba en los mismos días de incubación: se abrían huevos que tenían 16 
días de incubación, pero el desarrollo del embrión se veía más como si tuviese menos 
tiempo de desarrollo en unos casos, o más tiempo de incubación en otros casos. Este 
comportamiento es mencionado por Hamburger & Hamilton (1951); en dicho trabajo 
atribuyen la diferencia entre la edad cronológica y la edad morfológica a diferencias 
genéticas en la tasa de desarrollo de las diferentes variedades de pollos, variación 
estacional de la viabilidad de los embriones, diferencias en el estadio inicial al comenzar 
la incubación artificial o la “frescura” de los huevos; también se describen estadios de 
desarrollo embrionario específicos y su equivalente en tiempo de incubación (en 21 días 
de incubación se describen 46 estadios de desarrollo). Por este motivo, a pesar de que se 
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planeaban disecciones de embriones con 16 días de incubación, siembre hubo que 
adaptarse al grado de desarrollo del embrión. De los 121 huevos que tuvieron embrión 
vivo, se realizaron disecciones exitosas y se obtuvo embrión de características apropiadas 
en un 64 huevos (77%). El 23% restante estuvo constituido por embriones vivos pero con 
grados de desarrollo mucho más bajo de lo esperado (ojos aun no diferenciados y tejido 
excesivamente frágil como para ser usado). Parte de este porcentaje inutilizable estuvo 
compuesto también por embriones vivos pero con alguna deformidad evidente (falta de 1 
o 2 extremidades, falta de 1 de los ojos o el pico).  
 
6.2. Disección de la retina y disociación celular 
Dada la variabilidad en el grado de desarrollo de los embriones, se realizaron disecciones 
en huevos con 16 días de incubación y cuyos embriones tuvieran características 
correspondientes a estadios de desarrollo 39 a 42 según Hamburger & Hamilton (1951); 
en dicho día, se inició la disección de los embriones de pollo (Figura 1). En este punto del 
desarrollo los embriones tienen aproximadamente un 60-70% del tamaño total del huevo, 
no se han desarrollado plumas enteras pero sí se observan los cañones del primer 
plumaje, también son observables claramente las uñas y el pico córneos. En general la 
piel es un poco traslúcida con un tono rosado (se alcanzan a notar sombras de los 
órganos más grandes y del cráneo). La cabeza es grande y cada ojo mide entre 8 y 10 
mm de diámetro, constituyendo cada uno 1/3 de la cabeza aproximadamente. Los 
parpados cubren entre 3/4  y 4/5 del ojo, aunque aun se ven translucidos. En el interior del 
ojo, sobre el disco óptico se ya se observa el primordio del pecten (estructura replegada y 
muy vascularizada con funciones de nutrición), pero es pequeño y del color blancuzco de 
la retina. Tras la enucleación, se observó que la retina se desprende con facilidad del 
epitelio pigmentado (Figura 1E), quedando entera y sin daño.  
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Figura 1. Disección del ojo de 
embrión de pollo. A) Huevo 
sano tras 16 días de incubación 
artificial. Se nota el cuerpo del 
embrión (flecha grande central) 
y la vascularización de la 
membrana testácea (flechas 
periféricas). B) Ojo enucleado. 
C) Corte y extracción de 
cornea, cristalino y humor 
vítreo. Se nota la retina 
desprendiéndose (flecha 
blanca). D) Esclerótica 
rasgada. Retina adherida 
únicamente por el disco óptico 
(flecha blanca). E) Retina 
aislada. Barra: 1 mm. 
 
 
 
Una vez aislada la retina, se procedió a disociar enzimáticamente el tejido. La incubación 
con Pronasa (2 mg/ml) por 15 minutos a 32°C, acompañada de disociación mecánica con 
una pipeta pasteur pulida a fuego, mostró ser la técnica más apropiada para obtener la 
mayor cantidad de células aisladas que conservaran procesos, para una posterior 
identificación morfológica de las células  (aproximadamente 30% de la suspensión celular; 
el restante 70% eran células sin procesos discernibles y residuos de la digestión).  
Se identificaron los 5 tipos celulares típicos de la retina (células ganglionares, células 
amacrinas, células bipolares, células horizontales y fotorreceptores), en diferentes días 
del desarrollo. La identificación basada en características morfológicas únicamente fue 
posible ya que a pesar de que el soma tenía aproximadamente el mismo tamaño en todas 
estas células (9 – 10 µm aprox.), estas variaban ampliamente en la disposición y forma de 
sus procesos. Las células ganglionares retinales del pollo son muy diversas; se pueden 
clasificar hasta 6 grupos de células ganglionares en la retina del pollo de acuerdo al 
tamaño del soma y a la densidad de la arborización de sus procesos (Mey & Thanos, 
2000; Naito & Chen, 2004). En general las células ganglionares observadas se 
caracterizaban por tener tres o más procesos bastante conspicuos, uno de los cuales 
(probablemente el axón) era especialmente largo, 80 µm o más (Figura 2A); la cantidad 
de células ganglionares retinales observada en las disociaciones era baja: 
aproximadamente el 8 – 10 % de las células con procesos eran claramente ganglionares. 
Se ha reportado que este tipo celular se diferencia en la retina desde el día E4 (Mey & 
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Thanos, 2000). Otro tipo celular, las células amacrinas, se distinguen por ser 
monopolares; su único proceso es grueso y termina en un árbol dendrítico bien definido. 
Según Stanke et al. (2008), se pueden distinguir hasta 30 tipos de células amacrinas en la 
retina del pollo, de acuerdo al tamaño y grado de ramificación del árbol dendrítico (grande, 
pequeño, muy ramificado, poco ramificado); de las células disociadas observadas, cerca 
del 22% correspondían a la morfología descrita de las células amacrinas: se observó el 
único proceso que presentaba un penacho dendrítico en su extremo más distal (Figura 
2B, flecha). Se observaron diversos tamaños de árbol dendrítico, pero en general eran de 
tamaño pequeño y con pocas ramificaciones. Según Mey & Thanos (2000), las células 
amacrinas en la retina de pollo se diferencian morfológicamente hacia el final de la 
segunda semana, es decir, el día E14. El siguiente tipo celular, las células bipolares, tiene 
muy bien definidos dos procesos largos que nacen en extremos opuestos del soma 
celular (Figura 2C); este, es un poco más grande que el del resto de neuronas de la retina 
(12 µm). Cerca del 30% de las células diferenciables obtenidas en la disociación celular 
corresponden a neuronas bipolares. Se han clasificado cerca de 7 tipos de células 
bipolares basándose en la forma del soma (redondo, alargado), su posición dentro de la 
capa interna nuclear (soma central, soma desplazado hacia la capa de células amacrinas 
o hacia la capa de células horizontales) y la densidad de la ramificación del árbol 
dendrítico, que en todos los casos se ve aplanado (Quesada et al., 1988). Este tipo celular 
es visible desde el día E14, pero sus procesos y conexiones no maduran sino hasta E17 
(May & Thanos). Fisher et al. (2007) describe el siguiente tipo celular, las células 
horizontales, como células monopolares con todos los procesos del árbol dendrítico 
creciendo directamente de un único punto del soma (Figura 2D). Hay varios tipos de 
células horizontales que se diferencian por la densidad y tamaño de sus árboles 
dendríticos, y de manera similar que las células amacrinas, son observables desde el día 
E14 (Mey & Thanos, 2000). Las células horizontales de la retina de embrión de pollo que 
se observaron en la dispersión realizada coinciden con esta descripción, pero en la 
mayoría de los casos, el árbol dendrítico era de tamaño pequeño y los procesos estaban 
envolviendo al soma, lo que los hacía difícilmente visibles. El 20% de las células 
diferenciables obtenidas en dichas disociación pudo ser identificado morfológicamente 
como células horizontales. Finalmente, el último tipo celular, los fotorreceptores, se han 
descrito como neuronas modificadas con un soma redondeado y un segmento externo 
bien definido de diferentes longitudes dependiendo del tipo de fotorreceptor que sea. 
Dichas neuronas salen rápido del ciclo celular, en E9 (Mey & Thanos, 2000), cuando 
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pueden empezar a observarse los primordios de los segmentos externos, pero solo 
maduran hasta E13. Son completamente diferenciables morfológicamente en los días E18 
o E19 y son fácilmente reconocibles, siendo los bastones más alargados (Figura 2E) y un 
poco más cortos y gruesos los conos (Figura 2F). Del total de células diferenciables 
obtenidas en la disociación celular, aproximadamente el 10% se puede identificar como 
un fotorreceptor. En los días E19 y E20 se observa un incremento en este porcentaje, 
pero esto puede deberse a que en las disociaciones anteriores, el segmento externo pudo 
haberse perdido durante el protocolo, dejando trozos suyos y del soma sin posibilidad de 
identificación morfológica. 
Figura 2. Tipos celulares identificados en la retina de embrión de pollo. A) Célula ganglionar. Proceso principal, delgado y 
alargado (flecha negra). B) Célula amacrina. Proceso principal (flecha blanca). C) Célula bipolar. Procesos surgiendo de 
polos opuestos (flechas blancas). D) Célula horizontal. Penacho dendrítico saliendo directamente del soma (flecha blanca). 
E) Fotorreceptor tipo bastón. Soma (flecha blanca izquierda) y segmento externo alargado y cilíndrico (flecha blanca 
derecha). F) Fotorreceptor tipo cono. Soma (flecha blanca izquierda) y segmento externo cónico y corto (flecha blanca 
derecha). En A, imagen obtenida por microscopia de contraste de fases. De B a F, imágenes obtenidas por microscopia de 
Nomarski. Barra: 10 µm. 
 
Se intentó realizar registros electrofisiológicos para realizar un primer acercamiento al 
comportamiento de las células disociadas en respuesta a estímulos eléctricos, verificando 
así su sensibilidad tras la disociación enzimática y mecánica. Se empleó la técnica patch-
clamp en configuración de célula completa (whole-cell), para registrar respuestas ante 
estimulación eléctrica. Se registró el comportamiento de las células de interés (neuronas 
horizontales y amacrinas), en respuesta a pasos crecientes de voltaje de 10 mV, con una 
duración de 100 ms cada paso, partiendo de un potencial de mantenimiento (holding 
potential) de -60 mV, para identificar corrientes dependientes de voltaje. Durante este 
procedimiento se observó que la mayoría de las células escogidas estaban en buen 
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estado (aspecto redondeado del soma, membrana limpia y lisa, sin abultamientos); sin 
embargo durante las primeras semanas de intentos se observaron algunos 
inconvenientes. Se observó que cuando los embriones con 16 días de incubación tenían 
un desarrollo más avanzado al esperado, se encontraba después de la disociación un 
gran remanente de matriz extracelular que impedía bajar el electrodo de registro sobre las 
membranas. Esto se soluciono aplicando 1 minuto de vórtex suave y 1 minuto de 
centrifugación suave a la preparación antes de tomar la suspensión celular y ponerla en la 
cámara de registro. Otro inconveniente que se observó durante todo el proceso fue la 
dificultad para romper el parche de membrana y quedar en configuración de célula 
completa. Para realizar dicho rompimiento se aplicaba succión mediante un regulador de 
presión que proporcionaba entre 18 y 93 mmHg de presión de succión. En un 65% de los 
intentos, aún con la máxima presión de succión no se lograba romper el parche de 
membrana; tras varios intentos de romper, eventualmente se perdía el sello y la célula se 
destruía. En los otros casos, la ruptura se dio momentos después de haber obtenido el 
sello de membrana, pero la estabilidad del montaje decaía rápidamente lo que permitía 
entre 3 y 10 minutos de registro efectivo.  
 
Figura 3. Corrientes dependientes de voltaje en células identificadas morfológicamente como horizontales y amacrinas. A) 
Familia de corrientes obtenida tras estimulación de una celula horizontal. B) Relación I vs V para la corriente de entrada en 
las células horizontales. C) Relación I vs V para la corriente de salida en las células horizontales.  D) Familia de corrientes 
obtenida tras estimulación de una célula amacrina. E) Relación I vs V para la corriente de entrada en las células amacrinas. 
F) Relación I vs V para la corriente de salida en las células amacrinas. 
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Se registraron exitosamente 4 células identificadas morfológicamente como horizontales 
en las que se observó el siguiente comportamiento: las células permanecieron con un 
voltaje de mantenimiento de -60 mV y se llevaron con pulsos depolarizantes de 10 mV 
hasta los 60 mV (Figura 3A); entre los 0 y los 20 mV se observó una rápida corriente de 
entrada que dura entre 5 y 8 ms, con un pico máximo de 200 pA aproximadamente 
(Figura 3B). Se observó también una corriente de salida que inicia en los 10 mV y se 
mantuvo estable hasta el final del estímulo (90 ms); a medida que aumentó el nivel de 
depolarización, aumentó la magnitud de la corriente llegando a los 400 pA 
aproximadamente, en los 60 mV (Figura 3C). En el caso de las células identificadas 
morfológicamente como amacrinas, se registraron exitosamente 6 células en las que se 
observó lo siguiente: estas células también permanecieron con un voltaje de 
mantenimiento de –60 mV y se llevaron con pulsos depolarizantes de 10 mV hasta los 30 
mV (Figura 3D). Se observó una rápida corriente de entrada entre los -50 y los -30 mV 
que duró aproximadamente 10 ms, con una amplitud máxima de cerca de 670 pA (Figura 
3E). La corriente de salida que se observó en estas células se activó cerca a los -30 mV y 
se aumentó durante todo el estímulo. La corriente máxima observada llegó a los 1600 pA 
en una depolarización de 20 mV (Figura 3F). Esta actividad confirmó que las células 
aisladas estaban vivas y eran sensibles a estimulación eléctrica. Las respuestas 
observadas en cada uno de los tipos celulares registrados fueron usados posteriormente 
para confirmar la caracterización de los mismos y verificar la identificación morfológica 
inicial (ver Discusión). 
 
6.3. Detección de retinales. 
En los cortes de retina obtenidos es posible observar la mayoría de las capas celulares 
típicamente descritas para los vertebrados, desde la más exterior hasta la más interior: el 
epitelio pigmentado (Figura 4A, flecha blanca), que es un epitelio delgado que contiene 
melanina y que juega un papel muy importante en la regeneración de los fotopigmentos y 
en el reciclaje de los discos externos de los fotorreceptores (Purves et al., 2004). En la 
figura 4B se observa la capa nuclear externa (outer nuclear layer, ONL), que es la zona 
donde se encuentran los somas de los fotorreceptores (conos y bastones); la capa 
plexiforme externa (outer plexiform layer, OPL, flecha superior), que agrupa toda la red de 
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procesos y sinapsis de los fotorreceptores, de las células horizontales y de las células 
bipolares. La capa interna nuclear (inner nuclear layer, INL), donde se encuentran los 
somas de las células horizontales, amacrinas y bipolares, es la más gruesa y notable. Se 
observa luego la capa plexiforme interna (inner plexiform layer, IPL, flecha inferior), donde 
están todos los procesos y sinapsis de las células amacrinas, bipolares y ganglionares, y 
por último, la capa ganglionar (ganglion layer, GL), compuesta de los somas de las células 
ganglionares retinales. Entre la capa del epitelio pigmentado y la capa nuclear interna se 
encuentra la capa de segmentos externos de los fotorreceptores, pero en el día E16 aun 
está en proceso de maduración y crecimiento (Mey & Thanos, 2000), por lo que es 
pequeña y en el montaje puede encontrarse deshecha o adherida al epitelio pigmentado.  
Figura 4. Cortes de retina de embrión de pollo. A) retina de embrión de pollo. Se observa el epitelio pigmentado y la 
esclerótica separándose de la retina (flecha). B) Capas de la retina: capa nuclear externa (ONL), capa plexiforme externa 
(OPL), capa interna nuclear (INL), capa plexiforme interna (IPL) y capa ganglionar (GL). C) Corte de retina incubado con 
NaBH4. D) Control negativo: corte de retina sin NaBH4
 
. Barra en A: 30 µm; en B, C y D: 15 µm. 
Tras escoger los cortes más completos, en los que se observara claramente una sección 
de retina completa, y realizar la incubación de las láminas con borohidrido de sodio, no se 
observó ninguna reacción fluorescente. Dado que la incubación del tejido con este agente 
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reductor es bastante corta (10 segundos) y el tiempo de fluorescencia observable también 
es limitado (30 – 50 segundos), se repitió la incubación en repetidas ocasiones (4 láminas, 
20 secciones de tejido), procurando hacerlo de la manera más rápida, sin llegar a 
observar ninguna fluorescencia (Figura 4C). Las láminas de control negativo tampoco 
mostraron fluorescencia alguna (Figura 4D). Es necesario anotar que el sistema óptico 
usado no cumplía a cabalidad con los requerimientos necesarios para la observación de 
este montaje: a pesar de ser el único microscopio invertido disponible con los filtros 
necesarios, el único objetivo capaz de dejar pasar la luz UV necesaria para excitar la 
muestra era de fluorita, material que deja pasar luz UV, pero tal vez no en cantidad 
suficiente para la excitación del montaje. Al probar dicho objetivo observando controles 
positivos con una solución fluorescente fuerte (kit de calibración para observación de 
Fura-2, Molecular Probes), se observó una fluorescencia muy débil, casi imperceptible. 
Esta imposibilidad para obtener una buena imagen fluorescente, aun con un kit de 
calibración que tiene una fluorescencia fuerte, hace pensar en si la falta de resultados 
positivos se debe a dificultades en la incubación y la producción de fluorescencia por el 
borohidrido, o porque el sistema óptico no permitía mayor desempeño. 
 
6.4. Respuesta de las células amacrinas y horizontales a estímulos lumínicos. 
Teniendo células aisladas e identificadas morfológicamente como células horizontales y 
amacrinas, y confirmando su vitalidad y sensibilidad a cambios de voltaje, se procedió a 
estimularlas con luz. Una vez estaban las células en configuración de célula completa de 
la técnica de patch-clamp, se dejó estabilizar el montaje en oscuridad por 5 minutos, tras 
los cuales se procedió a dar un pulso de luz blanca (1 segundo o 5 segundos), sin 
atenuación, para detectar alguna fotorrespuesta. Muchas de las células en las que se 
intentó este protocolo fueron descartadas durante la estabilización en oscuridad (cerca del 
70% de las células), ya que el sello se rompía o perdía la alta resistencia necesaria para 
poder registrar en configuración de célula completa. Se logró registrar 4 células 
identificadas morfológicamente como horizontales: en 2 de ellas no se observó ninguna 
respuesta a la luz (trazo plano); en las otras 2 se observó un trazo distinto, que no era 
totalmente plano (Figura 5A y 5B, panel izquierdo). Al ampliar el trazo obtenido de estas 2 
células (Figura 5A y 5B, panel derecho), se observó claramente que después del estímulo 
de luz, aparece una respuesta; dicha respuesta consiste en oscilaciones variables del 
trazo que no sobrepasan los 2pA de amplitud. En la figura 5A se estimuló por 1 segundo y 
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se registró por 30 segundos, mientras que en la figura 5B se estimuló por 5 segundos y se 
registró por 50 segundos; en ambos casos se observó una respuesta inicial entre los 12 y 
los 18 segundos aproximadamente, pero en la figura 5B (panel derecho) se observa una 
segunda respuesta entre los 20 segundos y los 33 segundos aproximadamente, con una 
amplitud de 4pA. Tras la estimulación se esperó otros 5 minutos en la oscuridad para 
repetir el experimento, pero los sellos eran bastante inestables y se deshacían antes de 
poder repetir el protocolo en la misma célula e incluso durante el primer registro. Respecto 
de las células identificadas morfológicamente como amacrinas, se logró registrar 6 células 
en las que no se obtuvo ninguna respuesta a los pasos de luz (Figura 5C). Se amplió el 
trazo de la misma manera que en las células horizontales para verificar respuestas de 
baja amplitud, sin lograr observar cambio alguno. Después del primer pulso de luz se 
esperó otros 5 minutos para repetir la prueba, sin obtener ninguna respuesta en las pocas 
células que conservaron el sello por más tiempo. En 2 células identificadas 
morfológicamente como amacrinas, que presentaron sellos de mayor estabilidad, fue 
posible repetir la estimulación con pasos de voltaje para verificar que las células siguieran 
vivas y sensibles tras la estimulación con luz y se observaron las mismas corrientes 
activadas por voltaje observadas inicialmente. 
 
 Figura 5. Respuesta de las células horizontales y amacrinas de retina de embrión de pollo a la luz. A) y B) Células 
horizontales aisladas. El pulso de luz en A dura 1 segundo; el pulso de luz en B dura 5 segundos C) Célula amacrina 
aislada. El pulso de luz dura 5 segundos. Los trazos de la izquierda están ampliados 10 veces respecto del registro original; 
los trazos de la derecha se han ampliado 100 veces respecto del registro original. 
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6.5. Inmunodetección de proteínas. 
Para la extracción de proteínas fue necesario el uso de un buffer de lisis alcalina debido a 
que inicialmente se usó un buffer de lisis estándar y se observó la aparición de un 
aglomerado elástico y compacto de tejido tras la maceración. Esto hacia virtualmente 
imposible la manipulación del tejido (pipeteo). Con el uso del buffer de lisis alcalina la 
formación del aglomerado disminuyó considerablemente, lo que podría indicar que el 
componente elástico que hacía difícil la manipulación de la muestra eran las cadenas de 
ácidos nucléicos, que son separadas con el uso de NaOH concentrado. Posteriormente se 
realizó un Western blot para verificar la presencia de proteínas típicas que intervienen en 
la cascada de señalización intracelular de tipo fosfoinositídico en la retina de embrión de 
pollo: la melanopsina (receptor de membrana), proteína G del tipo Gq, fosfolipasa C del 
tipo β (PLC β4) y receptor de inositol 1,4,5 trifosfato (IP3r). Se probaron anticuerpos para 
detectar la presencia de cada una de estas proteínas en el homogenizado de retina 
completa de embrión de pollo. Los pesos moleculares esperados se consultaron en las 
hojas de datos (DataSheets) de cada anticuerpo (Santa Cruz Biotechnology) y en el 
RefSeq Protein del NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/RefSeq). Para el caso de la proteína Gq, 
se obtuvo una banda clara e intensa, que correspondiente al peso molecular reportado 
para la Gq de pollo (41 kDa) (Figura 6, carril 1 flecha negra). Para la melanopsina también 
se obtuvo una señal positiva pero de intensidad baja (Figura 6, carril 3 flecha negra), 
observándose una banda cercana al peso molecular esperado para dicha proteína (58 
kDa); se han reportado dos genes diferentes para la melanopsina de pollo, que producen 
5 isoformas de melanopsina que varían en sus extremos c-terminal y cuyos pesos 
moleculares estimados están alrededor de los 60 kDa (Torii et al. 2007).  En el carril 5, se 
obtuvo una banda clara de aproximadamente 100 kDa (flecha blanca) y una región 
sombreada cerca a los 65 kDa, pero ninguna corresponde al peso esperado para la 
PLCβ4 (145 kDa); la PLCβ es una enzima presente en muchas clases de tejidos, pelo la 
clase 4 es la que ha sido descrita en retina de ratón: se han descrito incluso dos 
subclases (PLCβ4 I y II), que se diferencian entre sí por la presencia de una región amino 
terminal única en la subclase II (Rebecchi & Pentyala, 2000). El último carril corresponde 
al receptor de IP3, donde se observaron varias bandas cerca a los 12, 22, 48 y 70 kDa, 
pero ninguna de estas se acerca al peso esperado para el receptor de IP3 (300 kDa). El 
receptor de IP3 es un tetrámero formado por subunidades que pesan 313 kDa cada una; 
existen 3 tipos de receptor de IP3 (I, II y III), presentes en tejido neuronal, sistema 
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nervioso central y en el hígado, capaces de formar homo y heterotetrámeros (Foskett et 
al., 2007)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6. Western blotting de retina de embrión de pollo. Carril 1) Anti-Gq (1:500). Carril 2) control anti-Gq. Carril 3) Anti-
Melanopsina (1:100). Carril 4) control anti-melanopsina. Carril 5) Anti- PLCβ4 (1:200). Carril 6) control anti-PLCβ4. Carril 7) 
Anti-IP3r (1:200). Se usó un marcador de peso molecular para los carriles 1, 3 y 5 y otro diferente con capacidad para pesos 
moleculares mayores para el carril 7. Flechas oscuras: bandas concordantes con los pesos moleculares esperados. Flechas 
claras: bandas que no tienen concordancia con los pesos moleculares esperados. 
 
Una vez obtenido el Western blot se procedió a realizar pruebas de inmunohistoquímica 
usando los mismos anticuerpos primarios (anti-melanopsina y anti-Gq), ya que fueron los 
únicos que mostraron señal positiva específica y concordante con cada una de estas 
proteínas.  Se observó una lámina de control sin tratamiento con anticuerpos (ni primario 
ni secundario) y se detectó una fuerte autofluorescencia en el tejido (Figura 7A, cuadrante 
superior derecho). Para intentar eliminar esta autofluorescencia directamente con el 
sistema de observación, se bajó la exposición de la cámara del microscopio hasta que 
dicha autofluorescencia fuera indetectable (figura 7A, cuadrante inferior derecho) y se 
procedió a observar las láminas tratadas con anticuerpos. No se observó ninguna 
fluorescencia detectable superior a la autofluorescencia basal en la lámina tratada con el 
anticuerpo anti-melanopsina (Figura 7B), ni en la lámina tratada con el anticuerpo anti-Gq 
(figura 7D). De igual manera, no se obtuvo ninguna señal en los controles de anti-
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melanopsina ni anti-Gq, en los que se omitió el anticuerpo primario pero si se incubó con 
el secundario (figuras 7C y 7E, respectivamente). 
Figura 7. Tratamiento inmunohistoquímico de cortes de retina. A) Corte sin tratamiento. Se observa autofluorescencia en 
todo el corte. Se baja la exposición de la cámara del microscopio hasta que la autofluorescencia fuera indetectable 
(cuadrante inferior derecho). B) Tratamiento con anti-melanopsina. C) Control omitiendo anti-melanopsina, usando el 
anticuerpo secundario. D) Tratamiento con anti-Gq. E) Control omitiendo anti-Gq, usando el anticuerpo secundario. De B a 
E se bajo la exposición de la cámara del microscopio hasta que la autofluorescencia fuera indetectable. Barra: 15 µm. 
 
6.6. Visualización de calcio intracelular. 
Se observaron 24 campos de células cargadas con el indicador de calcio Fluo-3 para 
detectar algún cambio en la concentración de calcio intracelular en las células 
horizontales y amacrinas. Para medir los cambios en el nivel de fluorescencia en las 
células de interés, se delimitó la región correspondiente a la célula y se promediaron los 
valores de gris (entre 0 y 255) de cada pixel en dicha región (figura 8, línea roja en las 
imágenes de campo claro). En la mayoría de los casos, en las células que pudieron ser 
identificadas morfológicamente, no se observó ningún aumento en el nivel de 
fluorescencia entre el punto inicial y los momentos posteriores al estímulo, ni en las 
células horizontales (Figura 8A), ni en las células amacrinas (Figura 8C). Sin embargo, en 
un caso se observó un aumento en la intensidad de la fluorescencia intracelular para una 
célula horizontal (Figura 8B) y en otro caso para una célula amacrina (Figura 8D). Estos 
aumentos se dan después de haber estimulado con luz a las células aisladas, por lo que 
podría pensarse que dicho cambio, aunque leve, puede deberse a fotosensibilidad 
intrínseca de las células. También fue posible observar un aumento mucho más notable 
en la intensidad de la fluorescencia de una aglomeración celular en la que no se pudo 
identificar ningún tipo celular (Figura 8E), en un solo campo. En este caso la zona 
delimitada correspondía a un grupo de unas 4 – 5 células. En general, se observa una 
disminución lenta del nivel de fluorescencia basal, que puede deberse al blanqueo normal 
de la sonda o a la degradación de la muestra. En otras regiones del campo en las que no 
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se logró determinar la identidad de las células presentes en grumos o aglomeraciones, se 
observó el mismo comportamiento de disminución de la intensidad de la fluorescencia. 
 
Figura 8. Visualización de variaciones en la concentración de calcio intracelular ante estímulos lumínicos en células 
identificadas morfológicamente como horizontales y amacrinas. A) y B) Secuencia de imágenes de células horizontales tras 
estimulación con luz. El primer campo corresponde a la célula horizontal en campo claro, el segundo campo corresponde al 
tiempo 0, o línea de base. La grafica inferior a cada serie de imágenes corresponde a la variación en los niveles de 
fluorescencia. C) y D) Secuencia de imágenes de células amacrinas tras estimulación con luz. El primer campo corresponde 
a la célula horizontal en campo claro, el segundo campo corresponde al tiempo 0, o línea de base. La grafica inferior a cada 
serie de imágenes corresponde a la variación en los niveles de fluorescencia. E) Secuencia de imágenes de células 
aglomeradas sin identificar. El primer campo corresponde a la aglomeración celular en campo claro; la línea roja muestra la 
región de la imagen en la que se promediaron los niveles de gris y posteriormente medidos los cambios de nivel de 
fluorescencia. El segundo campo corresponde al tiempo 0, o línea de base. La grafica inferior a cada serie de imágenes 
corresponde a la variación en los niveles de fluorescencia. Barra: 10 µm. 
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7. Discusión 
El principal problema que enfrenta la investigación de la vía de transducción de la 
melanopsina es la baja cantidad de células que la expresan en los modelos conocidos y el 
uso de expresión heteróloga como medio para acercarse a la descripción de su vía de 
transducción. El modelo ideal debería permitir el trabajo en células aisladas para 
asegurarse de que cualquier respuesta que se obtenga proceda de la célula en si. Varios 
trabajos reportan que en la retina de pollo, aparte de las células ganglionares 
fotosensibles que expresan melanopsina, existe una población considerable de células  
que expresan melanopsina (Bailey & Cassone, 2005; Chaurassia et al., 2005; Lima et al., 
2006). Esta nueva población de células que expresan melanopsina se encuentra en la 
capa interna nuclear, donde se encuentran células amacrinas, bipolares y horizontales; 
por la ubicación de las señales positivas encontradas en estos trabajos se podría pensar 
que la población de células de interés corresponde a las células horizontales, que se 
disponen hacia la región más externa de la capa interna nuclear y células amacrinas, que 
se distribuyen más cerca a la capa ganglionar. Con esto en mente, en este trabajo se 
intentó aislar mediante tratamiento enzimático y disociación mecánica, las células de la 
capa nuclear interna, con especial interés en las células horizontales y amacrinas. Se 
logró disociar los 5 tipos celulares típicos de la retina (células ganglionares, amacrinas, 
bipolares, horizontales y fotorreceptores) basándose únicamente en caracteres 
morfológicos sencillos,  como la cantidad y las características de los procesos.  
Tras la disociación se verificó el estado general de las células estimulándolas para 
detectar actividad eléctrica dependiente de voltaje. Se detectaron corrientes de entrada y 
de salida en ambos tipos celulares. Debido a que en la literatura no se encontraron 
registros de corrientes dependientes de voltaje para pollos o aves en general, se procedió 
a comparar las corrientes registradas con corrientes reportadas para células similares en 
retinas de otros vertebrados. Para el caso de las células identificadas morfológicamente 
como horizontales, la forma rápida de la corriente de entrada, así como su duración y 
amplitud máxima, semejan las corrientes de calcio reportadas por Lasater (1986), para 
células horizontales tipo H4 de la retina de perca blanca: la corriente inicia cerca a los -30 
mV y llega a un pico de 200 pA en los 20 mV, similar a lo observado en las células 
horizontales registradas en este estudio. Dicha corriente también está acompañada de 
una corriente de salida de potasio que se activa cerca a los 10 mV y crece con cada 
depolarización, manteniendo este comportamiento durante todo el registro y alcanzando 
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un máximo cercano a los 400 pA. Esta corriente de salida de potasio enmascararía el 
comportamiento de la corriente de calcio (activación de la corriente y mantenimiento hasta 
el final del estímulo), haciendo que se vea una corriente de entrada que dura apenas unos 
8 ms. Las células horizontales tipo H4 de la perca blanca tienen un soma redondeado y 
pequeño del que salen 4 a 8 procesos largos que a su vez se ramifican en procesos 
delgados formando arboles dendríticos de más de 100 µm. Por otro lado, en las corrientes 
registradas en las células morfológicamente identificadas como amacrinas, no se encontró 
similitud con ningún perfil de corrientes reportado para células amacrinas de vertebrados; 
por el contrario, se observa una mayor similitud con las corrientes de entrada de sodio y 
corrientes de salida de potasio reportadas para células ganglionares de primate (Han et 
al., 2000). Las células ganglionares de primate exhiben corrientes de entrada de sodio 
voltaje dependientes activadas cerca a los -50 mV con una amplitud máxima de 700 pA 
en los -30 mV, mientras que las amacrinas también presentan una corriente de entrada de 
sodio, pero de magnitud un poco menor y un voltaje de activación cercano a  los -60 mV. 
Esta confusión entre tipos celulares puede deberse a varios factores: la morfología de las 
células amacrinas de mayor diámetro de árbol dendrítico pueden confundirse fácilmente 
con células ganglionares medianas (ambas tiene muchos procesos) y si la célula 
ganglionar ha perdido parcial o totalmente su axón, es morfológicamente similar a una 
célula amacrina (Masland, 2001). Por otro lado, se sabe que existen células amacrinas 
que se denominan amacrinas desplazadas, puesto que se encuentran en la capa 
plexiforme interna y en la capa ganglionar; del mismo modo se pueden encontrar células 
ganglionares desplazadas hasta en el segmento medio de la capa interna nuclear (Mey & 
Thanos, 2000), haciendo aun más fácil la confusión entre estos dos tipos celulares. 
También hay que tener en cuenta que el tejido embrionario está en pleno desarrollo, y 
como se ha mencionado antes, los tipos celulares se diferencian funcional y 
morfológicamente hasta el último día de incubación e incluso después de la eclosión (Mey 
& Thanos, 2000); si los tipos celulares se diferencian por la cantidad de procesos y la 
disposición de los mismos, puede que en cierto estadio un tipo celular tenga un solo 
proceso, lo que lo clasificaría como célula monopolar (amacrina u horizontal), pero está en 
proceso de desarrollo y crecimiento de su segundo proceso y este pase inadvertido, 
llegando así a una denominación errada. Otro escenario posible debido a las 
características frágiles del tejido embrionario es que la disociación mecánica, por suave 
que sea puede afectar la integridad de los procesos diagnósticos. Todo esto nos indica 
que la viabilidad de las células no se ve afectada en mayor medida y a corto plazo por el 
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tratamiento enzimático y mecánico al que fueron sometidas, pero también nos hace 
pensar en la efectividad de la caracterización morfológica como única herramienta para la 
identificación celular. La caracterización final de las corrientes de entrada y salida de cada 
tipo celular solo es posible mediante el uso de fármacos específicos que bloqueen 
canales determinados y la observación de los efectos sobre dichas corrientes. 
Se intentó establecer la presencia de retinales en la retina de embrión de pollo mediante 
pruebas de fluorescencia. Los cortes de retina tratados con borohidrido de sodio no 
mostraron ninguna fluorescencia evidente, al igual que las láminas de control sin 
tratamiento observadas con los mismos parámetros de iluminación. A pesar de que se ha 
reportado la detección de retinoles desde la primera semana de desarrollo, y en especial 
el 11-cis-retinal en la segunda semana de incubación, en el ojo del pollo (Nicotra et al., 
1994), es posible que estos no estén enlazados con su opsina correspondiente. En dicho 
trabajo se reporta una variación en los niveles de retinoles en la primera y segunda 
semana de incubación, apareciendo niveles altos de retinoles hacia el día 6 y una baja en 
los siguientes días. Luego aparece un nuevo aumento hacia el día 14 pero en 
comparación con los niveles de crecimiento después del primer día posnatal, los niveles 
embrionarios son bajos. Se propone en dicho trabajo el papel de los retinoles en el 
desarrollo de los tipos celulares, especialmente células amacrinas y bipolares, actuando 
como estabilizadores o reguladores de los procesos de diferenciación. La técnica del 
borohidrido de sodio se basa en la reducción de la base Schiff en la que el retinal esta aun 
unido a la opsina en su sitio original (Bownds & Wald, 1965). De esta manera, si la opsina 
aun no se ha ubicado en su sitio final (membrana) o la opsina no exhibe el sitio de unión 
al retinal, puede que la base Schiff no se haya formado y sea imposible detectar retinales 
por ese método. Si los retinoles presentes durante el periodo considerado en este trabajo 
están desempeñando otras funciones diferentes a la fotoconversión, puede que no estén 
unidos a las opsinas a pesar de ser especies químicas maduras. Los trabajos en los que 
se ha usado esta técnica hacen uso de modelos adultos y no se encontraron estudios en 
los que se refieran a embriones. De todas maneras cabe la duda de si el método usado es 
efectivo o no para la detección de retinales, dadas las difíciles características de la 
incubación y la observación. 
En los pollos, la presencia de las opsinas de conos y bastones está documentada desde 
el día E14 mediante hibridización in situ (Bruhn & Cepko, 1996), aunque su funcionalidad 
no ha sido estudiada en estos estadios. En otros vertebrados se ha registrado que la 
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expresión de las opsinas de conos y bastones puede tomarse hasta 30 días después de 
que los fotorreceptores se hayan diferenciado o en otros casos puede darse una 
expresión temprana que acompaña la diferenciación celular (Cepko, 1996). 
Morfológicamente, se pueden diferenciar las células amacrinas y horizontales en la 
segunda semana de incubación (E12-E14), pero al igual que en los fotorreceptores, hay 
un tiempo de aproximadamente 1 semana entre la salida de mitosis de estas células en la 
capa neuroblástica y el inicio de la diferenciación metabólica, es decir, la expresión de 
proteínas características del funcionamiento de cada tipo celular (Mey & Thanos, 1999). 
Así, si las células comienzan su diferenciación morfológica en el día E12, sería de 
esperarse que la mayoría de las proteínas de sus vías metabólicas estén en proceso de 
producción hacia el día E16. En este sentido, en el estadio en el que se llevaron a cabo 
las disecciones podría darse el caso de que existan algunas proteínas de la vía de 
transducción de la melanopsina y otras no. En este trabajo se detectaron bandas 
correspondientes al peso molecular esperado de la melanopsina y de la proteína Gq, pero 
no se detectaron bandas concordantes con PLCβ4 ni con rIP3, mediante el uso de 
anticuerpos. La presencia de bandas no concordantes con los pesos moleculares 
esperados podría deberse a proteólisis de la proteína de interés, pero implicaría que el 
anticuerpo reconoció partes separadas de la misma proteína, revelando así falta de 
especificidad por un único epíteto específico: puede que el anticuerpo estuviese diseñado 
hacia una región específica de la proteína, pero al darse la proteólisis, se exhiben 
regiones similares a dicha región específica, que antes no estaban al descubierto. La 
detección de múltiples bandas con un mismo anticuerpo impide la correcta interpretación 
de presencia o ausencia de la proteína blanco. Las bandas observadas para la PLCβ4 y el 
rIP3 no suman el peso esperado de cada una de estas proteínas, lo que podría indicar 
que no todos los productos de la proteólisis han sido detectados. No hay que descartar el 
hecho de que los anticuerpos usados son policlonales y fueron diseñados para detectar 
isoformas de PLC e IP3r de mamíferos (humanos, ratas y conejos), que a pesar de ser 
todos vertebrados y tener similitudes entre secuencias con las aves, podría explicar la 
falta de especificidad y detección en el western blot.  
Al evaluar la respuesta de las células morfológicamente identificadas como horizontales y 
amacrinas a estímulos lumínicos, se observó que no había una respuesta aparente. Al 
ampliar los trazos 100 veces respecto del trazo original, se pudo observar, únicamente en 
2 células identificadas morfológicamente como horizontales, un comportamiento diferente. 
Estas variaciones aparecen después de haber estimulado con luz a las células aisladas, 
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lo que podría interpretarse como una fotorrespuesta, sin embargo, las variaciones 
observadas en el trazo son muy pequeñas (entre 2 y 4 pA),  lo que puede indicar que son 
únicamente el resultado del deterioro de los sellos de membrana o simplemente evidencia 
de que las células estaban ya en un avanzado proceso de deterioro. Se podría decir que 
dichas anomalías son respuestas a la luz o efectos dependientes de la luz, pero dado que 
son eventos aislados y de magnitudes que los podrían catalogar como ruido de fondo, es 
un poco precipitado. Hasta no lograr recolectar más registros en células horizontales y 
verificar que las variaciones son consistentes y que sus características dependen de los 
parámetros de iluminación (intensidad y duración del estímulo lumínico), no es posible 
asegurar a ciencia cierta si es una fotorrespuesta o de un artefacto del sello. En el caso 
de las células identificadas morfológicamente como amacrinas, no se observó ninguna 
variación en el trazo en las células registradas. Como se mencionó anteriormente es 
posible que las estas células hayan sido mal identificadas morfológicamente y que en 
realidad se trate de células ganglionares desplazadas. De ser así, ya se ha citado en 
múltiples revisiones lo escaso de las células ganglionares intrínsecamente fotosensibles 
(menos del 1% de las células de la capa ganglionar), y lo virtualmente imposible que es 
registrar una célula fotosensible en esta población. 
Una forma de verificar que la vía de transducción involucrada es de tipo fosfoinositídico es 
mediante la observación de cambios en la concentración intracelular de calcio en 
respuesta a algún estimulo, en este caso, la luz. Esta es una observación indirecta ya que 
se está registrando el cambio en la concentración de un reportero fluorescente, como 
consecuencia de algún cambio en la concentración intracelular de calcio. En las 
observaciones que se realizaron se registró un aumento muy leve en la intensidad de la 
fluorescencia en células identificadas morfológicamente como amacrinas y horizontales 
(una célula de cada tipo) y también se observó un aumento en la intensidad de la 
fluorescencia en un grupo no identificado de células; estos aumentos en la intensidad de 
la fluorescencia se dan en células aisladas justo después de la estimulación lumínica, lo 
que correspondería a una respuesta directa. En el resto de células sólo se observó una 
disminución de la intensidad de la fluorescencia que puede obedecer al blanqueamiento 
normal de la sonda o al deterioro del tejido. El cambio observado en la aglomeración de 
células podría atribuírsele a cualquier tipo celular, incluso a las escasas ipRGC, pero 
podría ser una confirmación de que en la retina de embrión de pollo existen células en las 
que sucede un cambio en la concentración de calcio intracelular como respuesta a la 
estimulación lumínica. Hasta ahora los resultados muestran algunas respuestas que 
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siguen a la estimulación con luz, constituyendo posibles fotorrespuestas. También se han 
reportado respuestas indirectas dependientes de melanopsina; en el trabajo de Chen et 
al. (2009), se reportó que en peces la luz no produce una respuesta directa en la corriente 
basal de la membrana, sino que modula una corriente de calcio dependiente de voltaje a 
través de la melanopsina, lo que abre la opción de que además de respuestas directas de 
las células amacrinas y horizontales a la luz, haya actividad indirecta de la melanopsina 
que también sea dependiente de la luz.  
Se ha propuesto que la melanopsina está involucrada en la mediación de la visión no 
formadora de imágenes (photoentrainment, reflejo pupilar), y que estas funciones están 
presentes desde el desarrollo embrionario. El photoentrainment es necesario para que el 
ciclo circadiano del embrión este correctamente sincronizado con los periodos de luz y 
sombra del medio externo; se ha propuesto que algunos procesos de síntesis de material 
genético en embriones tempranos están diseñados para realizarse en la oscuridad, 
evitando la exposición a radiación UV. El reflejo pupilar se ha evidenciado en embriones 
de pollo (Tu et al., 2006), en iris aislados del resto del ojo. En dicho trabajo se evaluó el 
reflejo pupilar en embriones a los que se les había retirado la capa pigmentada y otros a 
los que se había expuesto a luz UV (312 nm), convirtiendo todos los retinoles del ojo en 
productos no funcionales. Después se evaluó la respuesta del iris a luz azul y se siguió 
observando el reflejo pupilar. Este trabajo propone que la respuesta del iris está siendo 
mediada no por una opsina sino por un criptocromo sensible a la luz azul directamente, 
sin intervención de células retinales. Otro trabajo (Muniz, et al., 2009), sugiere que existe 
un segundo ciclo de isomerización de retinales en la retina del pollo. Este trabajo mostró 
que después de separar la retina del epitelio pigmentado, esta es capaz de producir 11-cis 
retinal tras una breve exposición a la luz, indicando según los autores la existencia de una 
segunda isomerasa (isomerasa II) independiente del ciclo de la isomerasa I, la cual no se 
encuentra en la retina separada. Sin embargo, esta interpretación de los autores puede 
ser precipitada, ya que de existir realmente una segunda isomerasa encargada de la 
regeneración del cromóforo, ésta no necesitaría la energía proveniente de la luz para 
realizar su labor; es posible que solamente con la exposición a la luz sea suficiente 
energéticamente para regenerar el cromóforo, como es el caso en  los fotorreceptores 
rabdoméricos en los invertebrados, donde el 11-cis retinal es fotoisomerizado en todo-
trans retinal después de recibir un fotón, pero permanece unido de manera estable a la 
opsina, donde posteriormente y con la energía de otro fotón incidente, puede regresar a la 
forma 11-cis retinal (Zuker, 1996).  
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Finalmente, la pregunta de por qué la existencia de la alta población que expresa 
melanopsina en la retina de embrión de pollo sigue sin contestar. Si de acuerdo a lo 
observado en este trabajo, la mayoría de las células no mostraron ninguna respuesta a la 
estimulación con luz salvo unos casos aislados, entonces para que tal nivel de expresión? 
Dado que se evidenció parte de los componentes de la cadena de transducción 
(melanopsina y proteína Gq), podría haberse dado el caso de que dicha cascada de 
transducción no esté completa (falta de PLCβ4 y rIP3), salvo en algunas de las células 
más maduras. Ya que se observó, aunque en casos aislados, una respuesta a la 
estimulación con luz y un aumento en la concentración de calcio intracelular, podría ser 
que estos casos aislados sean en efecto las células horizontales y amacrinas más 
maduras y completas de toda la población que exprese melanopsina. De ser asi, podría 
pensarse que la falta de detección de retinales se dio simplemente porque sus niveles 
también son bajos en este estadio del desarrollo y que dicha baja cantidad es indetectable 
por el método del borohidrido. El estadio del desarrollo se escogió por ser el punto 
intermedio entre el inicio de la expresión de melanopsina, la diferenciación morfológica de 
tipos celulares y porque no ha iniciado aún la expresión de la rodopsina en conos y 
bastones, lo que genera un panorama limpio de fotorrespuestas ajenas a las de las 
células que expresan melanopsina; sin embargo, los resultados obtenidos sugieren que, a 
pesar de los altos niveles de mRNA de melanopsina y de la proteína en sí, en este estadio 
no hay todavía la madurez necesaria en las células de interés para poder hacer una 
caracterización completa de la vía de transducción de la melanopsina. 
 
8. Conclusiones 
• Las células ganglionares, amacrinas, bipolares, horizontales y fotorreceptores 
fueron exitosamente disociadas y parcialmente identificadas basándose 
únicamente en caracteres morfológicos.  
• Se evidenció mediante inmunodetección la presencia de melanopsina y proteína 
Gq en la retina de embrión de pollo. No fue posible detectar las proteínas PLCβ4 ni 
rIP3. No fue posible detectar por inmunofluorescencia ninguna de las proteínas en 
cortes de tejido. 
• No se detectaron retinales en la retina de embrión de pollo. 
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• Se observaron cambios eléctricos en la membrana de algunas células identificadas 
morfológicamente como horizontales en respuesta directa a estímulos lumínicos. 
No se observó ninguna respuesta eléctrica en respuesta a estímulos lumínicos en 
las células identificadas morfológicamente como amacrinas. 
• Se observaron cambios en la intensidad de la fluorescencia como medida de 
alteración de la concentración de calcio intracelular, en respuesta a estimulación 
con luz, en una célula horizontal y en una amacrina. Se observó un caso de 
aumento en la intensidad de la fluorescencia pero no se pudo identificar el tipo 
celular involucrado. 
Los resultados obtenidos en este estudio sugieren que algunas de las células 
identificadas morfológicamente como horizontales y amacrinas, en la retina de embrión de 
pollo de estadio de desarrollo E16 y que presentan respuestas ante estímulos lumínicos 
son fotosensibles. 
 
9. Perspectivas 
Es necesario hacer un seguimiento de la presencia y funcionalidad de todos los 
componentes de la vía de transducción en estadios posteriores del desarrollo del embrión 
de pollo y también en organismos neonatos y adultos. El uso de fármacos y marcadores 
específicos de membrana para la identificación de los tipos celulares es un paso a seguir. 
El pollo sigue siendo el organismo en el que se presenta una población más abundante de 
células que expresan melanopsina y por tanto sigue siendo un buen candidato como 
modelo para el trabajo en células nativas aisladas para la continuación del estudio de la 
melanopsina, su vía de transducción y otras funciones que pueda tener.   
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